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based activation motif （ITAM）は、T 細胞や B 細胞の受容体と会合する細胞膜アダ
プター分子の細胞内ドメインに共通してみられるモチーフとして発見された。ITAM
配列を有する DNAX-activating protein 12 （DAP12）と Fc receptor common γ 
subunit（FcRγ）は、破骨細胞において発現が高い。DAP12 と FcRγ のダブル欠損マ
ウスは骨吸収不全を呈する大理石骨病を惹起する。最近、DAP12 と会合する免疫グロ
ブリンスーパーファミリー分子として、シアル酸受容体タンパク質である Sialic acid-






る。本研究においては、Siglec-15 の作用を中和する抗 Siglec-15 抗体の効果につい
て、マウス由来の細胞培養系において検討した。 
抗 Siglec-15 抗体は、マウス骨髄細胞培養系に RANKL と M-CSF を添加し 3 日間
で破骨細胞が誘導される条件で、酒石酸抵抗性酸ホスファターゼ（TRAP）陽性の多
核破骨細胞の分化を阻害した。この時、TRAP 陽性の単核破骨細胞は多数残存してい
た。骨髄細胞を長期（約 2 週間）にわたり培養する系において、Siglec-15 抗体は、








て、RANK 陽性および c-Fms 陽性の破骨細胞前駆細胞（qOP）が出現する。抗
Siglec-15 抗体は qOP の形成に対して抑制効果を示さなかった。 
成熟破骨細胞の機能に対する抗 Siglec-15 抗体の効果を解析した。抗 Siglec-15 抗体
の 2 時間処理は、破骨細胞の象牙切片上におけるアクチンリング形成を阻害した。象










抗 Siglec-15 抗体の効果について検討した。成熟破骨細胞に抗 Siglec-15 抗体を処理し

















は RANK （receptor activator of NF-B）を発現し、骨芽細胞との細胞間接触を介し
て破骨細胞分化因子である RANKL を認識し、骨吸収活性を備えた成熟した破骨細胞




















た、OPG 遺伝子欠損マウスを用いた実験結果から、骨細胞が産生する OPG およびス
クレロスチンが皮質骨や歯槽骨の維持に重要な役割を果たしていることを明らかとさ
れてきた 12,13)。一方、破骨細胞の培養上清は、骨肉腫由来細胞である UMR106 細胞
に発現するスクレロスチンの発現を阻害することが報告されている。そこで、破骨細






Siglec-15 抗体を処理しても、カテプシン K および RANK の発現維持と同様に、LIF
発現も維持されていた。 
RANKL 誘導遺伝子の解析から、NFAT ファミリーに属する分子である NFATc1 は
破骨細胞において RANKL により強く発現誘導される転写因子であることが明らかに






できない。一方、免疫系細胞においてカルシウムシグナルを惹起す Immunoreceptor  
tyrosine-based activation motif （ITAM） と呼ばれる配列をもつ分子に着目した研
究から、DNAX-activating protein 12 （DAP12）と Fc receptor common γ subunit
（FcRγ）の二重欠損マウスでは破骨細胞分化が障害され、重篤な大理石骨病を呈する
ことが報告された 18,19)。この知見は、DAP12 や FcRγ と会合する免疫グロブリン様
受容体群を介したシグナルが、破骨細胞分化に必須であることを示している。すなわ




タンパク質 Sialic acid binding immunoglobulin-like lectin 15（Siglec-15）が同定さ
れた 20,21)。Siglec-15 は、破骨細胞の分化に伴って発現が誘導されることも明らかとな
った 20)。Siglec-15 は、細胞内に存在する DAP12 アダプタータンパク質と会合し、








析から Siglec-15 分子を同定し、マウス・ラット・サル・ヒトなどの Siglec-15 のシグ

































3×10⁵細胞）を細胞培養ディッシュ（48well プレート）に播種し、250 ㎕/well で培養
開始する。骨髄細胞を M-CSF（100ng/ml）（ロイコプロール，協和発酵キリン）の存
在下で 3 日間培養した後、M-CSF（100ng/ml）とヒト可溶性リコンビナント RANKL 
(GST fusion protein)(100 ng/ml)（オリエンタル酵母工業）を添加し、さらに 3 日間
培養すると多数の多核を呈する破骨細胞が形成される。この後期 3 日間の破骨細胞の
分化過程に、抗 Siglec-15 抗体を添加し、破骨細胞分化に対する効果を検討した（図
１）。一方、約 2 週間にわたる長期培養においては、骨髄細胞を M-CSF と RANKL お
よび抗 Siglec-15 抗体の存在下で 3 日おきに培養液を交換した。上記のいずれの培養




て Naphthol AS-MX phosphate（SIGMA）、色素を Fast Red Violet LB salt
（SIGMA）を使用し、酒石酸を含む酸性緩衝液を用いた。赤く染色される TRAP 陽
性細胞のうち、３核以上の多核細胞を破骨細胞として計測した。また、ALP 染色を
TRAP 染色の後に二重に行い、紫色に染色される細胞群を ALP 陽性細胞とした。ALP
染色液は、基質として Naphthol AS-MX phosphate、色素を Fast Blue BB salt
（SIGMA）を使用し、中性緩衝液を用いた。 









 新生児マウス（約 3 日齢）の頭蓋骨を採取し、コラゲナーゼとディスパーゼ処理を
行い骨芽細胞を調製し、継代を 1 回行い増殖させた骨芽細胞をマイナス 80 度にスト
ックしたものを共存培養に供した。前述の方法により採取した骨髄細胞を骨芽細胞と
共存培養を 5 日間行うことにより、破骨細胞前駆細胞の出現を観察した。破骨細胞前






培養ディッシュ上で行った。3 日毎に培養液交換を行い、培養約 8 日目にコラゲナー
ゼ処理を行い、コラーゲンゲル上の破骨細胞を含む全細胞を回収した。成熟破骨細胞
を含む細胞を象牙切片上に播種し、抗 Siglec-15 抗体の有無にて培養した。培養 2 時
間後、破骨細胞の骨吸収活性のマーカーであるアクチンリングの形成をローダミン・
ファロイジン（Molecular Probe）染色にて観察した。さらに、培養 24 時間後に象牙
質切片上の細胞を綿棒で取り除いた後、ヘマトキシリン液を用いて象牙切片上のそれ
ぞれの吸収窩を紫色に染色した。 
（４）Western Blotting 法によるスクレロスチンタンパク質の発現解析 
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 象牙質切片上で骨髄細胞を M-CSF と RANKL の存在下で 3 日間培養し、破骨細胞





後、UMR106 細胞からタンパク質を抽出し、スクレロスチン抗体を用いた Western 
Blotting を行った 13)。 
（５）Real-time RT-PCR 法によるカテプシン K、RANK および LIF の mRNA の発
現解析 
成熟破骨細胞におけるカテプシン K、RANK および LIF mRNA の発現を解析する
ため、コラーゲンゲル上の共存培養系で誘導した細胞画分をディッシュに播種した
後、抗 Siglec-15 抗体の存在下または非存在下で 2 時間培養した後、Real-time RT-



















抗 Siglec-15 抗体（200ng/ml）は、マウス骨髄細胞培養系に RANKL と M-CSF を
添加し 3 日間で多核破骨細胞が誘導される条件で、TRAP 陽性の 2 核以上の多核破骨
細胞の分化をほぼ完全に阻害した（図１）。この時、TRAP 陽性の単核破骨細胞は多数
残存していた。ラット IgG をコントロールとして添加した群では、多数の TRAP 陽性
多核および単核破骨細胞が認められた。 
骨髄細胞を長期（約 2 週間）にわたり培養する系において、抗 Siglec-15 抗体は、
TRAP 陽性の多核破骨細胞の分化を阻害すると共に、M-CSF と RANKL の存在下で
ALP 陽性の骨芽細胞を多数誘導した（図２）。抗 Siglec-15 抗体の単独添加は、ALP




Siglec-15 抗体は多核破骨細胞形成を完全に抑制するが、単核 TRAP 陽性破骨細胞は
多数残存していた（図２）。 
 骨芽細胞と骨髄細胞の共存培養系（5 日間）において、RANK 陽性および c-Fms 陽
性の破骨細胞前駆細胞（qOP）が出現する（図４）。抗 Siglec-15 抗体は qOP の形成
に対しては、抑制効果を示さなかった（図４）。 
 多核を呈する成熟破骨細胞の機能に対する抗 Siglec-15 抗体の効果を解析した。抗
Siglec-15 抗体の 2 時間処理は、破骨細胞の象牙切片上におけるアクチンリング形成を












































生する各種分子である S1P, ephrin B2, ephrin A2, Sema 4D, PDGF-BB, Wnt10b, 






れた。ITAM は、T 細胞や B 細胞の受容体と会合する細胞膜アダプター分子の細胞内
ドメインに共通してみられるモチーフである。ITAM 配列を有する DAP12 と FcRγ
は、破骨細胞において発現が高い。 
DAP12 と会合する免疫グロブリンスーパーファミリー分子である Siglec-15 は、破














においては、DAP12 と FcRγ の発現が高いことが明らかとなり、Siglec-15 は DAP12












る。抗 Siglec-15 抗体で処理した破骨細胞においてカテプシン K および RANK の発現
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図１ 破骨細胞の分化に対する抗 Siglec-15 抗体の効果（培養６日目） 
 
図２ 破骨細胞と骨芽細胞の分化に対する抗 Siglec-15 抗体の効果（培養 21 日目） 
 
図３ 骨芽細胞の分化に対する抗 Siglec-15 抗体および OPG の効果（培養 21 日目） 
 
図４ 破骨細胞前駆細胞に対する抗 Siglec-15 抗体の効果（培養５日目） 
 
図５ 破骨細胞のアクチンリング形成に対する抗 Siglec-15 抗体の効果（培養２時間目） 
 
図６ 破骨細胞の硬組織吸収に対する抗 Siglec-15 抗体の効果（培養２日目） 
 
図７ UMR106 細胞におけるスクレロスチン発現に対する抗 Siglec-15 抗体の効果 
 
図８ 破骨細胞におけるカテプシン K、RANK、LIF 発現に対する抗 Siglec-15 抗体の効
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